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VECTEURS PEPTIDIQUES DE SUBSTANCES A TRAVERS LA 
BARRIERE HEMATOENC EPHALI QUE POUR ETRE UTILISES DANS LE 
DIAGNOSTIC OU LA THERAPIE D ' UNE AFFECTION DU SNC . 

La presente invention concerne 1 ' utilisation des 
peptides coitime vecteurs pour le transf ert de molecules 
actives a travers la barriere hematq-encephalique (BHE) pour 
des applications en therapie et en diagnostic. 

Le probleme majeur dans le trait ement de 
nombreuses maladies du systeme nerveux central reside dans 
le fait que les molecules adminis trees ne passent pas la 
barriere hemato-encephalique et ne peuvent done pas 
atteindre leur cible dans le cerveau. 

Les cellules endotheliales qui constituent la 
BHE font obstacle, de di verses manieres, aux molecules qui 
tentent de les f ranchir . En ef f et , ces cellules 
endotheliales constituent une barriere physique representee 
par les jonctions etanches qui relient entre elles et 
empSchent tout passage par la voie paracellulaire et ce, 
d'autant plus que l'activite d'endocytose y est faible, ce 
qui limite fortement le passage des substances du plasma 
vers 1 ' espace extracellulaire cerebral . 

Une des priori tes de la recherche dans ce 
domaine, est done de trouver des moyens permettant 
d'augmenter l'efficacite de passage des substances actives a 
travers la BHE . Plusieurs strategies ont ete developpes pour 
augmenter le passage de ces substances a travers la BHE 
(Pardrige , 1994 , Tibtech 12 , 239-245 ; Tamai et al . , 1996 , 
Adv. Drug Del. Rev. 19, 401-424). 

Trois strategies principales ont ete proposees 
pour le transport de molecules a travers la BHE, une 
strategie neurochirurgicale, une strategie pharmacologique 
pour les petites molecules et une strategie physiologique . 

La strategie neurochirurgicale peut etre raise en 
oeuvre par infusion intraventriculaire de la substance 
active, par therapie cellulaire, et par perturbation de la 
BHE. L' infusion intraventriculaire implique la formation 




d'un trou dans la tete et le placement d'un catheter dans 
les ventricules (Aird, 1984, Exp. Neurol. 86, 342-358). 
Cette technique est tres invasive et n'est pas efficace pour 
le transport de substances actives dans le parenchyme . La 
perturbation de la BHE cause une ouverture transitoire des 
jonctions serrees, cas des substances vasoactives comme les 
leukotrienes ou bradykinines (Baba et al., 1991, J. Cereb. 
Blood Flow Metab. 11, 638-643). Cette strategie est 

egalement invasive et necessite un acces arteriel chez les* 
sujets sous sedatifs. En outre, la perturbation repetitive 
de la BHE peut conduire a des changements neuropathiques 
(Salahuddin et al. , 1988, Acta Neuropathol . 76, 1-10). 

La strategie pharmacologique pour le transport 
de petites molecules comprend 1' addition de groupements 
lipidiques et 1 'utilisation des liposomes (Zhou et al., 
1992, J. Controlled Release 19, 459-486). L'addition d'un 
groupement lipidique permet la conversion chimique des 
molecules solubles dans l'eau en molecules solubles dans les 
lipides. Cependant, la synthase de tels produits conduit a 
des molecules qui depassent le seuil de transport. Les 
molecules doivent avoir un poids mol^culaire de moins de 
600d pour traverser la BHE. Pour cette raison, les liposomes 
ou meme les petites vesicules sont trop grandes et par 
consequent inefficaces pour le transport a travers la BHE 
(Levin, 1980, J. Med. Chem. 23, 682-684 ; Schackert et al . , 
1989, Selective Cancer Ther. 5, 73-79) . 

La strategie physiologique fait appel a un 
systfeme de transport recepteur -dependent . La molecule a 
transporter est couplee a une molecule biologique qui 
possede un recepteur au niveau de la BHE. Par exemple, la 
transferrine possede un recepteur au niveau de la BHE et 
peut etre utilisee comme vecteur (Jeffries et al . , 1984, 
Nature 312, 162-163 ; Friden et al . , 1983, Science 259, 373- 
377 ; Friden, 1994, Neurosurgery 35, 294-298) . Bien que 
cette strategie permette une augmentation du passage des 
molecules a travers la BHE, elle presente quelques 
inconvenients . D'abord, le couplage de la molecule au 
vecteur se fait par des methodes d' expression genetique 
limitant ainsi le nombre de molecules a transporter a 
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seulement des polypeptides ou des proteines. Ensuite, le 
systeme de couplage de la molecule au vecteur est complique. 

La presente invention vise done a palier ces 
inconvenients en utilisant des peptides pour vectoriser des 
substances a travers la barriere hemato-encephalique (BHE) . 
Cette approche off re plusieurs avantages . Tout d'abord, le 
peptide vecteur est synthetise par voie chimique. De plus, 
la plupart des molecules medicarnenteuses (molecules 
conventionnelles , peptides , proteines , oligonucleotides ) 
peuvent etre couplees au vecteur de fagon simple et 
ef f icace. 



II a ete decrit dans l*art anterieurs de 
nombreux peptides capables de traverser les membranes des 
cellules eucaryotes de mani^re tres rapide et tels que les 
peptides suivants : Protegrine, Antennapedia, Tachyplesine, 
Transportan, etc.... 

Parmi ceux-ci, certains presentent des 
proprietes cytolytiques . Ces peptides denommes peptides 
antibiotiques sont notamment les Protegrines et 
Tachyplesines. Les Protegrines et Tachyplesine sont des 
peptides antibiotiques naturels dont la structure est de 
type epingle a cheveux maintenue par des ponts disulfures. 
Ces ponts jouent un role important dans l'activite 
cytolytique observee sur cellules humaines . 

Selon leur structure, les peptides antibiotiques 
peuvent etre classes en trois grandes families : 

- Les peptides antibiotiques a helices alpha 
amphipatiques : cecropines et maganines (Maloy, W. L. et 
al., 1995, BioPolymer 37, 105-122). 

- Les peptides antibiotiques a feuillets beta 
reunis par des ponts disulfures : defensines (Lehrer, R. I. 
et al., 1991, Cell 64:229-230 ; Lehrer, R. I . et al . , 1993, 
Ann. Rev. Immunol. 11:105-128), protegrines (Kokryakov, V. 
N. et al., 1993, FEBS 337:231-236), tachyplesines (Nakamura, 
T. et al., 1988, J. Biol. Chem. 263:16709-16713 ; Miyata, T 
et al., 1989, J. Biochem. 106:663-668). 




- les peptides antibiotiques a chaines 
destructurees contenant de nombreux coudes lies a la 
presence de multiples prolines : bactenecines et PR39 
(Frank, R. W. et al . , 1991, Eur. J. Biochem. 202, 849-854). 

On designe sous le nom de pro t6gr ines un 
ensemble de cinq peptides designes PG-1, PG-2 , PG-3, 
PG-4 et PG-5 dont les sequences sont dormees ci-dessous, 
etroitement apparentes et isoles de leucocytes de pore (V.N. 



Kokryakov & col 




FEBS lett. 327, 231-236) 


PG- 


1 


: RGGRLCYCRRRFCVCVGR-NH2 


PG- 


2 


: RGGRLCYCRRRFCICV. .-NH2 


PG- 


3 


: RGGGLCYCRRRFCVCVGR-NH2 


PG- 


4 


: RGGRLCYCRGWICFCVGR-NH2 


PG- 


5 


: RGGRLCYCRPRFCVCVGR-NH2 



Les tachyplesines (Tarnura, H. et al . , 1993, 
Chem. Pharm. Bui. Tokyo 41, 978-980), designees Tl, T2 et T3 
et les polyphenols ines (Muta, T. , 1994, CIBA Found. Sym. 186, 
160-174), designees PI et P2, dont les sequences sont 
donnees ci-dessous, sont des peptides homologues isoles de 
1 'hemolymphe de deux crabes, Tachyplesus tridentatus pour 
les tachyplesines Tl, T2 et T3 et Limmulus polyphemus pour 
les polyphemus ines PI et P2 : 

PI : RRWCFRVCYRGFCYRKCR-NH2 

P2 : RRWCFRVCYKGFCYRKCR-NH2 

Protegrines, tachyplesines et polyphemus ines 
contiennent une forte proportion de residus basiques 
(lysines et arginines) et possedent quatre cysteines qui 
forment deux ponts disulfures paralleles . Ces trois families 
de peptides presentent egalement des homologies avec 
certaines defensines et en particulier avec la defensine 
humaine NP-1 (Kokryakov, V. N. et al., 1993, Febs Let. 327, 
231-236) . 

Ainsi, dans le cadre de ces travaux de 
recherche, la Demanderesse a decouvert que la reduction 
irreversible de ces ponts disulfures permet d'obtenir des 
peptides lineaires, designes ci-apres aussi " Pegelines" 
ayant la capacite de traverser rapidement les membranes des 
cellules de mammiferes par un mecanisme passif ne faisant 
pas appel a un recepteur membranaire. Ces peptides lineaires 



sont non-toxiques et sans activite lytique, et en 
consequence, ils constituent un nouveau systeme de 
vectorisation de substances actives dans les domaines 
therapeutique ou diagnostic . Les travaux et resultats 
5 concernant ces peptides lineaires et leur utilisation comme 

vecteur de substances actives sont decrits dans la demande 
de brevet frangais de la Demanderesse deposee le 12 Aout 
1998 sous le No. 97/10297 dont 1 ' enseignement est incorpore 
ici par reference. 

10 

Les peptides issus de la f amille Antennapedia 
sont des derives du facteur de transcription de 
1 ' homeodomaine Antennapedia de la mouche drosophile et sont 
par exemple decrits dans les demandes de brevet 

1 5 internationales PCT publiees sous les No . W091/18981 et 

W09 7/12912. La sequence de ces peptides presente la 
particularity d ' etre hautement conservee dans toutes les 
homeoproteines . Ces peptides sont composes de trois helices 
alpha et sont capables de se trans loquer au travers de la 

20 membrane cellulaire . Le plus petit fragment de 

1 ' homeodomaine capable de traverser les membranes est un 
peptide de 16 acides amines (Prochiantz, 1996, Curr. Opin. 
In Neurob. 6, 629-634 ; Derossi et al . , 1994, J. Biol. Chem. 
269, 10444-10450) . 

25 

Les travaux de recherche realises dans le cadre 
de la presente invention ont maintenant permis a la 
Demanderesse de montrer que certains de ces peptides 
lineaires , c ' est a dire depourvus de pont disulfure, peuvent 
30 etre utilises comme systeme de vectorisation tres efficace 

permettant de faire traverser la BHE a une substance active 
en diagnostic ou therapie d ' une affection du systeme nerveux 
central (SNC) . 

3 5 L ' invention concerne done plus particulierement 

1 ' utilisation d'un peptide lineaire couple a une substance 
active en diagnostic ou therapie d'une affection du SNC pour 
la preparation d*un medicament capable de traverser le 
barriere hemotoencephal ique a utiliser en diagnostic ou 



• # 

therapie d'une affection localisee au niveau du SNC, ledit 
peptide repondant a l'une des formules (I), (II) ou (III) 
suivantes : 

X 1~ X 2" X 3~ X 4" X 5" X 6~ X 7" X 8~ X 9" X 10" X 11~ X 12~ X 13" X 14" X 15" X 16 ^ 

dans laquelle formule (I) , les residus X x a X 16 

sont des residus d'acides amines dont 6 a 10 d'entre-eux 
sont des acides amines hydrophobes et X6 est le tryptophane, 

BXXBXXXXBBBXXXXXXB (II) 

BXXXBXXXBXXXXBBXB (III), 

dans lesquelles formules (II) et (III) : 

les groupes B, identiques ou differents, 

representent un residus d'acide amine dont la chaine 

laterale porte un groupement basique, et 

les groupes X, identiques ou differents, 

representent un residus d'acide amine aliphatique ou 

aromatique, 

ou lesdits peptides de formules (I), (II), (III) 
sous forme retro, constitues d'acides amines de 
configuration D et/ou L, ou un fragment de ceux-ci 
constitu6 d'une sequence d'au moins 5 et de preference d'au 
moins 7 acides amines successifs des peptides de formules 
(I) , (II) ou (III) des lors bien entendu que ce fragment 
presente les proprietes de vectorisation sans toxicite pour 
les cellules . 

Les peptides de formule (I) derivent de la 
famille Antennapedia . Dans les peptides de formules (I) , les 
acides amines hydrophobes sont 1' alanine, la valine, la 
leucine, 1 ' isoleucine , la proline, la phenylalanine, le 
tryptophane, la tyrosine et la methionine, et les autres 
acides amines sont des acides amines : 

- non-hydrophobes qui peuvent etre des acides 
amines non polaire comme la glycine, ou polaires comme la 
serine, la threonine, la cysteine, 1 ' asparagine, la 
glutamine , ou 

- acides (acide aspartique ou glutamique) , ou 

- basiques (lysine, arginine ou histidine) , ou 

- une association d'acides amines de ces trois 

categories . 
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Parmi les peptides de formule (I), on prefere 
ceux comprenant 6 acides amines hydrophobes et 10 acides 
amines non-hydrophobes . 

Les peptides lineaires de formule (II) derivent 
de la famille Protegrine et les peptides lineaires de 
formule (III) derivent de la famille Tachyplesine . Parmi les 
peptides de formules (II) et (III), on prefere ceux dans 
lesquels : 

- B est choisi parmi l'arginine, la lysine, 
l'acide diaminoacetique, l'acide diaminobutyrique, l'acide 
diaminopropionique , 1 ' ornithine , et 

- X est choisi parmi la glycine, 1 'alanine, la 
valine, la norleucine, 1 ' isoleucine, la leucine, la 

15 cysteine, la cysteine Acm , la penicillamine, la methionine, 

le serine, la threonine, 1 ' asparagine , la glutamine, la 
phenyalanine, l'histidine, le tryptophane, la tyrosine, la 
proline, l'Abu, l'acide amino - 1 - eye 1 ohexane carboxylique, 
1'Aib, la 2-aminotetraline carboxylique, la 4- 
bromophenyalanine , tert -Leucine , la 4 -chlor ©phenylalanine , 
la b§ta-cyclohexyalanine, la 3 , 4-dichlorophenyalanine, la 4- 
f luorophenyalanine, 1 'homo leucine, la beta-homoleucine , 
1 ' homophenyalanine , la 4 -methylphenyalanine , la 1 - 
naphtyalanine , la 2 - naphtyalanine , la 4 -ni trophenyalanine , 
la 3-nitrotyrosine, la norvaline, la phenyl glycine, la 3- 
pyridyalanine, la [ 2 -thienyl] alanine. 

Dans les peptides de formules (I) , (II) ou 
(III), B, X et X x a X 16 peuvent etre des acides amines 
naturels ou non, y compris des acides amines de 
30 configuration D. 

Le couplage de la substance active et d'un 
peptide defini ci-dessus dans les compositions de 
1 1 invention peut etre realise par tout moyen de liaison 
35 acceptable compte tenu de la nature chimique, de 

1 ' encombrement et du nombre de substance active et de 
peptide associes. II peut s'agir de liaisons covalentes, 
hydrophobes ou ioniques, clivables ou non-clivables dans les 
milieux physio logiques ou a 1 ' interieur de la cellules. 



20 
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Le couplage peut etre effectue en n'importe quel 
site du peptide, dans lequel des groupements fonctionnels 
tels que -OH, -SH, -COOH, -NH 2 sont naturellement presents 

ou ont 6te introduits . Ainsi, un agent anti-cancereux peut 
§tre lie au peptide au niveau des extremites N-terminale ou 
C-terminale ou bien au niveau des chaines laterales du 
peptide. 

De m£me, le couplage peut etre effectu6 en 
n'importe quel site de la substance active, ou par exemple 
des groupements fonctionnels tels que -OH, -SH, -COOH, -NH 2 

sont naturellement presents ou ont et6 introduits. 

Ainsi, 1 • invention se rapporte tout 

particulierement a 1 utilisation de composes repondant a la 
formule (IV) suivante : 

A <-) m (B) n (IV) 

dans laquelle 

A represente un peptide tel que defini 

precedemment , 

- B represente une substance active en 
diagnostic ou th&rapie d'une affection du SNC, 

- n est 1 bu plus, et de preference jusqu'a 10 
avantageusement jusqu'a 5, 

- (-)m represente la liaison, ou linker, entre A 

et B, ou m est 1 ou plus, et de preference jusqu'a 10 
avantageusement jusqu'a 5, 

pour la preparation d'un medicament capable de 
traverser le barriere hemotoencephalique a utiliser en 
diagnostic ou therapie d'une affection localisee au niveau 
du SNC. 

Les composes de formule (IV) peuvent etre 
prepares par synthese chimique ou en utilisant des 
techniques de biologie moleculaire. 

On peut utiliser pour les syntheses chimiques 
des appareils commerciaux permettant d'incorporer des acides 
amines non-naturels, tels que les enantiomeres D et des 
residus ayant des chaines laterales ayant des 
hydrophobic ites et des encombrements differents de ceux de 
leurs homologues naturels. Au cours de la synthese, il est 



evidemment possible de realiser un large eventail de 
modifications, par exemple introduire sur le N-terminal un 
lipide, par exemple prenyl ou myristyl, de fagon a pouvoir 
ancrer le peptide de 1 ' invention et done le compose de 
5 formule (IV) a une membrane lipidique telle que celle d'un 

liposome constitue de lipides. II est egalement possible de 
remplacer une ou plusieurs liaisons peptidiques (-CO-NH-) 
par des structures equivalentes comme -C0-N(CH3)-, -CH2-CH2-, 
-CO-CH2-, ou bien d' intercaller des groupes comme -CH 2 -, - 
10 NH-, -O-. 

On peut egalement obtenir les composes de 
formule (IV) ou partie de ceux-ci de nature proteique a 
partir d'une sequence d'acide nucleique codant pour celui- 
ci. La presente invention a aussi pour objet une molecule 

15 d'acide nucleique comprenant ou constitute par une sequence 

nucleique codant pour un peptide lineaire derive de peptide 
antibiotique. Plus particulierement 1* invent ion concerne une 
molecule d'acide nucleique comprenant au moins une sequence 
codant pour un compose de formule (IV) ou une partie de 

20 celui de nature proteique. Ces sequences d'acides nucleiques 

peuvent §tre des ADN ou AKN et etre associees a des 
sequences de contr61e et/ou etre inserees dans des vecteurs . 
Le vecteur utilise est choisi en fonction de l'hote dans 
lequel il sera transfere; il peut s'agir de tout vecteur 

25 comme un plasmide. Ces acides nucleiques et vecteurs sont 

utiles pour produire les peptides et les composes de formule 
(IV) ou partie de ceux-ci de nature proteique dans un bote 
cellulaire. La preparation de ces vecteurs ainsi que la 
production ou 1' expression dans un hote des peptides ou des 

3 0 composes de formule (IV) peuvent etre real i sees par les 

techniques de biologie moleculaire et de genie genetique 
bien connues de l'homme du metier. 

Les compositions contenant des composes de 
3 5 formule ( IV) et avantageusement un vehicule 

pharmaceutiquement acceptable peuvent etre adminis trees par 
dif f erentes voies comme par exemple de maniere non 
limitative, les voies intraveineuse , intramusculaire, sous 
cutanee, etc.... 



Les peptides de formule (I) , (II) ou (III) 
permettent de faire traverser la barriere hematoencephalique 
a une substance active qui ne passe pas ou peu cette 
barriere. lis peuvent done etre utilises, comme propose 
precedemment dans le traitement, la prevention ou le 
diagnostic d'une maladie affectant le SNC, mais aussi dans 
le cadre d' etudes menees sur des drogues di verses avec des 
modeles de barriere hematoencephalique. 

A titre de substance active, 1' invention 
envisage notamment des proteines, comme des polypeptides ou 
peptides, des anticorps ou partie d'anticorps, des acides 
nucleiques et oligonucleotides ou des ribozymes, ou encore, 
bien entendu des molecules chimiques actives pour le 
traitement ou la prevention de pathologies humaines ou 
animales du SNC, comme par exemple et de maniere non 
limitative des antitumoraux, des antiviraux, des 
antidepresseurs , etc... . 

Dans le domaine du diagnostic, la substance 
active peut Stre un marqueur radioactif, un marqueur colore, 
ou tout autre moyen ou substance capable de reveler un 
metabolisme ou une pathologie du SNC. 

Les affections du SNC, dont le diagnostic, le 
traitement ou la prevention sont . envisages dans le cadre de 
la presente invention sont par exemple de maniere non 
limitative, les cancers du cerveau, la maladie d'Alzeihmer, 
la maladie de Parkinson, la depressin, les meningites , etc.... 

D'autres avantages et caracteristiques de 
1 ' invention apparaitront dans les exemples qui suivent 
concernant la preparation de composes de formule (IV) ou la 
substance active est la doxorubicine et sa penetration dans 
le cerveau conformement a 1 ' utilisation de peptides 
lineaires selon l 1 invention. 




I - CONDITIONS EXPERIMENT ALES . 



1) Svnthese Chimiaue . 

Plusieurs peptides ont ete synthetises et leur 
5 internalisation a ete testee dans plusieurs lignees 

cellulaires. De fagon generale, les proprietes physico- 
chimiques des peptides ont ete modifiees, et les resultats 
obtenus montrent que suivant la modification, certains 
peptides penetrent beaucoup mieux que d'autres, comme les 
10 peptides des composes No. 1 et 2 du tableau I ci-apres. II 

a egalement ete observe que certains peptides penetrent plus 
rapidement dans un type cellulaire que dans d'autres, ce qui 
indique un tropisme cellulaire. 

a) Preparation de Doxorubi cine- Sue c -Peptides . 
15 Le couplage de la doxorubicine sur un peptide 

par 1 ■ intermediaire du maillon succinique est effectue en 3 
etapes comme montre sur la figure 1 en annexe. 

Au chlorhydrate de doxorubicine (1 eq) , 
solubilise dans dimethylf ormaminde (DMF) en presence de 
20 Disopropylethylamine (DIEA, 2 eq) est ajoute 1 ' anhydride 

succinique (l,leq, dissous dans DMF). 

Apres une incubation de 20 min a temperature 
ambiante, 1 ' hemisuccinate de doxor-ubicine ainsi forme est 
ensuite active par addition de PyBOP (Benzotriazol-l-yl- 
25 oxopyrrolidinephosphonium Hexaf luorophosphate 1 , leq dans 

DMF) et DIEA (2 eq) . Ce second melange reactionnel est 
incube 20 min. 

Le peptide (1.2 eq dans DMF) est ensuite ajoute 
au melange reactionnel, et se couple spontanement sur 
3 0 1 'hemisuccinate de doxorubicine active au cours d'une 

incubation supplementaire de 20 min. 

Le produit de couplage est ensuite purifie sur 
HPLC ( Chromatographic liquide haute pression) preparative, 
puis lyophilise. 

35 Chacune des etapes, ainsi que le produit final 

sont controles par HPLC analytique et spectrometrie de 
masse. 



b) Preparation de Doxorubicine-SMP-3MP-Peptide . 




Le couplage de la doxorubicine sur un peptide 
porteur de fonction thiol est effectu^ en 2 Stapes comme 
montre sur la figure 2 en annexe. 

Au chlorhydrate de doxorubicine (1 eq) , 
solubilise dans dimethyl formaminde (DMF) en presence de 
Disopropylethylamine (DIEA, 2 eq) est ajoute le N-hydroxy- 
Succinimidyl-Maleimido-Propionate (SMP, 1 eq dans dissous 
dans DMF) . 

Le peptide porteur d'une fonction thiol (1,2 eq 
dans DMF) est ensuite ajoute au melange reactionnel, et se 
couple spontanement sur le maleimidopropionate de 
doxorubicine au cours d'une incubation supplementaire de 20 
minutes . 

Le produit de couplage est ensuite pur i fie sur 
HPLC preparative, puis lyophilise. 

Chacune des etapes, ainsi que le produit final 
sont contrdles par HPLC analytique et spectrometrie de 
masse. 

2) Produits testes , 

Les produits testes sont rapportes dans le 
tableau I ci-dessous. 

Tableau I 



Compose 




No. 1 


doxo-CO- (CH2) 2 -CO- RGGRLSYSRRRFSTSTGR 


No. 2 


doxo - SMP- 3MP- r qikiwf Cfnr rmkwkk 



doxo : doxorubicine 
CO-(CH2)2~CO : Linker succinate 

SMP -3 MP : Linker Succinimydyl Maleimido- 
Propionate-3 -MercaptoPropionate 

Lettres minuscules : Acides amines sous forme d 



3 ) Perfusion Cerebrale in situ , 
a) Perfusion . 

II s'agit d'une methode rapide et sensible pour 
evaluer la penetration de divers composes dans le systeme 
nerveux central (Takasato et al . , 1984, Am. J. Physiol. 247, 
484-493 ; Allen et al . , 1997, Pharm Res. 14, 337-341). Des 
rats males Sprague-dawley de 2 mois (250-350g, Iffa-Credo ; 
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l'Arbresle, France) sont anesthesies. Apres exposition de la 
carotide commune, l'artere carotide externe droite est liee 
au niveau de la bifurcation avec la carotide interne et la 
carotide commune est liee entre le cceur et le site 
5 d' implantation du catheter (catheter polyethylene, 

ID :0.76). Celui-ci , prealablement rempli par une solution 
d'heparine (100 unites/ml) est insere dans la carotide 
commune. Les rats sont perfuses avec le tampon de perfusion 
(128 mM NaCI, 24 mM NaHC03 , 4,2 mM KC1, 2,4 mM NaH2P04, 1,5 
10 mM CaCl2, 0,9 mM MgS04 , et 9 mM D-glucose) . Ce tampon est 

filtre puis bulle par un melange contenant 95% 02 / 5% CO2 
afin de maintenir le pH proche de 7,4 et d'alimenter le 
cerveau en oxygene au cours de la perfusion. 

Les rats sont perfuses avec le tampon contenant 
15 la doxorubicine libre ou les composes No. 1 ou 2. Dans 

chaque produit la doxorubicine est radiomarquee au carbone 
14 (activite specifique : 9,4 microCi/mg, Amersham, France). 
Les produits sont perfuses a la concentration de 0,33 
microCi/ml ou 0,035 mg/rat. 
20 Juste avant le debut de la perfusion, le cceur 

est arrete par section des ventricules , ceci afin d' eviter 
au cours de la perfusion un reflux du perf usat . 
L' hemisphere droit est alors perfuse a une vitesse de 
10 ml/min pendant 60 secondes apres quoi le rat est 
25 decapite . 

b) Rincaae . 

Pour les rats subissant l'etape de ringage, le 
catheter prealablement introduit, comme precedemment , dans 
la carotide commune est connecte a une vanne a 4 voies 

30 opposees (Hamilton, USA) reliee a 2 seringues : 1 ' une 

contenant le traceur radiomarque (seringue A) et 1' autre le 
tampon seul (seringue B) . Une fois le catheter en place et 
les connections correctement realisees, la cage thoracique 
du rat est ouverte et le cceur sectionne. Le contenu de la 

3 5 seringue A est alors immediatement perfuse au debit de 10 

ml/min. Au bout de 60 secondes, le contenu de la seringue B 
est a son tour injecte au meme debit. Apres 3 0 secondes de 
ringage, le rat est decapite. 
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c ) Dissection du cerveau . 

Apr£s decapitation, le cerveau est rapidement 
preleve. Ce dernier est disseque sur la glace en 8 regions : 
Hypothalamus (HY) , Cortex frontal (CF) , Mesencephale (MS) , 
Cortex Occipital (CO) , Cortex Parietal (CP) , Thalamus (TH) , 
Hippocampe (HP) , Striatum (ST) , qui sont deposees dans des 
fioles en verre prealablement tarees, puis pesees . Ces 
structures ainsi que 50 microlitre du perfusat sont digerees 
pendant 2 heures dans 1 ml de soluene a 60°C. Un cocktail 
scintillant (10 ml ; Pico-fluor ; Packard) est ajout6 a 
chacun des 6chantillons et la quantite de traceurs qu'ils 
contiennent est mesuree par un double comptage en 
scintillation liquide (Packard, Tricarb, 1900TR) . 

d) Depletion caoillaire , 

Cette methode permet de mesurer la repartition 
des produits entre le parenchyme cerebral et les cellules 
endotheliales Triguero et al. f 1990, J". Neurochem. 54, 1882- 
1888). Apr&s 60 secondes de perfusion suivies ou non de 30 
secondes de ringage, 1 'hemisphere droit est pr^leve, 
debarrasse de ses meninges et plexus choroides, puis 
homogeneise dans 3,5 ml de tampon Hepes (en mM : 10 Hepes , 
141 NaCl, 4 KC1, 1 NaH2P04, 2,8 CaCl2 , 1 MgS04 et 10 mM D- 
glucose, pH = 7.4). Apr^s broyage au potter, 4 ml de 
solution contenant 4% de Dextran (PM : 76900) sont ajoutes 
et le melange vigoureusement agite afin d'obtenir une 
concentration finale de 20%. Toutes ces operations sont 
realisees a 4°C en moins de 5 minutes. Apres avoir preleve 
un echantillon de l'homogenat ainsi obtenu, ce dernier est 
alors mis a centrifuger pendant 15 min a 5400 g afin de 
separer les cellules endotheliales presentes dans le culot 
du parenchyme cerebral reste dans le surnageant . Les 
resultats sont exprimes par les volumes de distribution dans 
le surnageant et le culot. 

4 ) Ini ections intraveineuses . 

Les souris NMRI-nude sont injectees par voie 
intraveineuse avec le compose No. 1 ou la doxorubicine seule 
a une dose de 2,5 mg/Kg (equivalent en doxorubicine). La 
doxorubicine est marquee au carbon 14 (environ 0,5 microCi 
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sont injectes par souris). Apres 1, 5, 15, 30, 60, 180, 
480, et 1360 minutes, les souris sont sacrifices. Les 
organes sont ensuite preleves et comptes. La quantite de 
radioactivite dans chaque organe est ensuite exprimee en 
quantite de produit par gramme d' organe. Dans cette etude, 
nous avons utilise cinq souris par temps. 

Dans le cas du compose No. 2, la souris CD1 est 
injectee par voie intraveineuse avec le compose No. 2 ou la 
doxorubicine libre a une dose de 2 mg/Kg (equivalent en 
doxorubicine) . La doxorubicine est marquee au carbon 14 
(environ 3 microCi sont injectes par souris) . Apres des 
temps 15 minutes, 2 heures et 8 heures, la souris est 
sacrifice et la quantite de produit dans chaque organe est 
analysee par la technique " Whole-body autoradiography " . La 
quantite de radioactivite dans chaque organe est ensuite 
exprimee en quantite de produit par gramme d' organe. Dans 
cette experience, nous avons utilise une souris par groupe. 

II - RESULTATS . 

1) Perfusion Cerebrale in situ . 

a) Tolerance des produits . 
Dans un premier temps, l'effet des produits 
testes sur l'integrite de la BHE a ete observe, grace au 
volume de distribution du [ 3 H] -sucrose, qui est une petite 
molecule ne penetrant pas dans le systeme nerveux central pour 
des temps d' exposition courts. On estime que ce volume ne doit 
pas exceder 18 ug/ml . Au dela, on conclut a une permeabilite 
anormale de la BHE. 

La doxorubicine, les composes No. 1 et 2 ont ete 
injectes en presence du sucrose et l'integrite de la BHE est 
mesuree. Le tableau II ci-dessous rapporte l'effet de la 
perfusion des produits sur l'integrite de la BHE. 
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Tableau II 



Compose 


Dose perfusee 


Etat de la BHE 


doxorubi cine 


0, 07 IUQ 


Int^qre 


No. 1 


0,05 mg 


Integre 




0,8 mg 


Inteqre 


No. 2 


0, 05 mg 


Integre 




0,2 mg 


Integre 




0, 8 mcy 


anormal 



Le compose No. 1 ne provoque pas d'ouverture 



anormale de la BHE meme k des doses de 0,8 mg. Par contre le 
compose No. 2, il y a une ouverture de la BHE a des doses 
superieures a 0,2 mg. Par consequent, les travaux ont ete 
realises avec des produits a des doses de 0,05 mg. 

b) Penetration des Produits . 

Cette etude a consist^ a comparer la penetration 
dans la BHE de la doxorubicine seule avec la doxorubicine 
vectoris^e dans les composes No. 1 et 2 . Apres 60 secondes 
de perfusion dans le tampon, la penetration des produits est 
estimee par la constante d' influx ou Kin en microl/sec/g. 
La figure 3 represente la penetration des produits dans le 
cerveau. On observe que la vectorisation de la doxorubicine 
par les deux vecteurs augmente son passage dans le cerveau 
de 5 a 7 fdis apr£s une perfusion de 60 secondes dans du 
tampon . 

Dans une autre experience, le cerveau a ete 
disseque en 8 regions comme decrit precedemment et la 
quantite de produit dans chaque region a ete mesuree . La 
figure 4 en annexe rapporte la penetration de ces produits 
dans le cerveau. On observe que la penetration des composes 
No. 1 et 2 est 5 a 7 fois superieure a celle de la 
doxorubicine libre et ce, quelle que soit les structures 
cerebrales considerees . 

c) Penetration des produits apres rincaae . 

Le ringage des capillaires cerebraux par 
perfusion de tampon sans traceur pendant 30 secondes permet 
d'eliminer la fraction du produit etudie eventuellement 
adherente a la membrane luminale des cellules endotheliales . 
La figure 5 en annexe rapporte les resultats de la 
penetration des produits apres ringrage. On abserve pour la 
doxorubicine libre une diminution de la constante d' influx 
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de 25% environ. Pour la doxorubicine vectorisee, cette 

diminution est de 45% pour le compose No.l et de 10% pour le 
compose No. 2. Finalement, la penetration des composes No. 
1 et 2 est respect ivement augmentee de 4 et 7 fois par 
rapport a la doxorubicine libre. 

d > Repartition des produits apres depletion 

capillaire . 

Cette methode permet de mesurer la repartition 
des produits entre le parenchyme cerebral et les cellules 
endothelials. La depletion capillaire est effectuee apres 
perfusion de 60 secondes suivie d'un ringage de 30 secondes. 
Les volumes de distribution (Vd) dans les celles 
endothelials et le parenchyme cerebral sont exprimes en 
microlitre/g . 

La figure 6 en annexe indique la repartition des 
produits apres depletion capillaire. On observe pour la 
doxorubicine libre un Vd dans le parenchyme cerebral de 
1,75 ]il/g, pour le compose No. 1 un Vd de 28,5 yl/g et pour 
le compose No. 2 un Vd de 29,5 ]il/g. Ces resultats montrent 
que la penetration de la doxorubicine vectorisee (composes 
No. 1 et 2) dans le parenchyme cerebral est considerablement 
augmentee par rapport a celle de la doxorubicine libre. On 
retrouve environ 60% des composes No. 1 et 2 dans le 
parenchyme cerebral 1 minute apres la perfusion cerebrale 
des molecules suivie de 3 0 secondes de ringage des 
capillaires cerebraux . 

2 ) Inject ion intraveineuse . 

L ' etude du passage d'une substance au travers de 
la BHE necessite 1 ' emploi de plusieurs approches 
complementaires. La perfusion cerebrale permet des mesures 
sur des temps tres courts. L' injection intraveineuse permet 
une evaluation globale des pharmacocinetiques chez 1 ' animal 
sur des temps longs. La molecule radioactive est introduite 
dans la circulation sanguine et se distribue dans 
1'organisme. Une certaine quantite de cette molecule penetre 
dans le cerveau oil elle est mesuree a des temps determines. 




a) Avec le compost No. 1 . 

Apres injection en intraveineuse du compose 
No. 1, les souris nude sont sacrifices a differents temps et 
la radioactivite totale dans le cerveau est comptee et 
exprim^e en quantity de produit par gramme de cerveau. Le 
tableau III ci-dessous indique la quantite de doxorubicine 
et de compose No. 1 dans le cerveau d'une moyenne de 5 
animaux repartis en deux groupes. 

Tableau III 



Groupe 


Produit 


Dose 


Temps 


Quantite de produit 






(mg baseDXR/Kq) 


(min) 


(microg/g cerveau) 


1 


doxorubuc ine 


2,5 


1 


0, 14 








5 


0, 05 








15 


0, 04 








30 


0, 05 








60 


0,04 








180 


0, 03 








480 


0,04 








1360 


0, 01 


2 


Compose No . 1 


2,5 


1 


0,48 








5 


0,18 








15 


0,42 








30 


0,25 








60 


0,12 








180 


0,03 








480 


0,02 








1360 


0,01 



La vectorisation a permis d'ameliorer de fagon 
significative le passage de la doxorubicine a travers la 
barriere hemato-encephalique. Cette accumulation est 
observee non seulement pour des temps courts mais aussi pour 
des temps longs allant jusqu'a 3 heure post-administration. 
Le tableau IV ci-dessous indique le rapport de la 
doxorubicine vectorisee (compose No. 1) par rapport a la 
doxorubicine seule . 

Tableau IV 



Temps (min) 


Rapport Compose No. 1 / doxorubicine 


1 


3,4 


5 


3.6 


15 


10, 5 


30 


5 


60 


3 


180 


1 
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b) Avec le compose No. 2 . 

Apres injection intraveineuse du compose No. 2, 
les souris CD-I sont sacrifices apres des temps de 15 
minutes, 2 heures et 8 heures . La radioactivite totale dans 
le cerveau es t analysee par la methode " Whol e body 
autoradiography" et exprimee en quantite de produit par 
gramme de cerveau. La tableau V ci-dessous indigue la 
quantite de doxorubicine et de copose No . 2 dans le cerveau 
d'une moyenne de 5 animaux repartis en deux groupes . 

Tableau V 



Groupe 


Produit 


Dose 


Temps 


Quantite de produit 






(mg baseDXR/Ka) 


(min) 


(uq/q cerveau) 


1 


doxorubuc ine 


2 


15 


1,24 








120 


0,98 








480 


0, 67 


2 


Compose No. 2 


2 


15 


9,49 








120 


4,73 








480 


4, 52 



La vectorisation a permis d'ameliorer de fagon 



significative le passage de la doxorubicine a travers la 
barriere hemato-encephalique . Cette accumulation est 
observee pour des temps longs allant jusqu'a 8 heures post- 
administration. Le tableau VI ci-dessous represente le 
rapport de la doxorubicine vectorisee (compose No. 2) par 
rapport a la doxorubicine seule. 

Tableau VI 



Temps (min) 


Rapport Compose No. 2 / doxorubicine 


15 


7, 65 


120 


4, 83 


480 


6,75 



REVENDICATIONS 



1) Utilisation d'un peptide lin^aire couple a 

une substance active en diagnostic ou therapie d'une 

affection du SNC pour la preparation d'un medicament capable 

de traverser le barriere hemotoencephalique a utiliser en 

diagnostic ou therapie d'une affection localisee au niveau 

du SNC, ledit peptide repondant a l'une des formules (I), 

(II) ou (III) suivantes : 

x 1 -x 2 -x 3 -x 4 -x 5 -x 6 -x 7 -x 8 -x 9 -x 10 -x 11 -x 12 -x 13 -x 14 -x 15 --x 16 ( I ) 

dans laquelle formule (I) , les residus X x a X 16 

sont des residus d'acides amines dont 6 a 10 d'entre-eux 
sont des acides amines hydrophobes et X6 est le tryptophane, 

BXXBXXXXBBBXXXXXXB (II) 
BXXXBXXXBXXXXBBXB (III), 

dans lesquelles formules (II) et (III) : 

les groupes B, identiques ou differents, 

representent un residus d'acide amine dont la chaine 

laterale porte un groupement basique, et 

les groupes X, identiques ou differents, 

representent un residus d'acide amin£ aliphatique ou 

aromatique, 

ou lesdits peptides de formules (I)/ (II)/ (III) 
sous forme retro, constitues d'acides amines de 
configuration D et/ou L, ou un fragment de ceux-ci 
constitue d'une sequence d'au moins 5 et de preference d'au 
moins 7 acides amines successifs des peptides de formules 
(I) , (II) ou (III) .. 

2) Utilisation selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que dans le peptide de formule (I) , les 
acides amines hydrophobes sont 1' alanine, la valine, la 
leucine, 1 ' isoleucine, la proline, la phenylalanine, le 
tryptophane, la tyrosine et la methionine, et les autres 
acides amines sont des acides amines : 

- non-hydrophobes qui peuvent etre des acides 
amines non polaire comme la glycine, ou polaires comme la 
serine, la threonine, la cysteine, 1 ' asparagine , la 
glutamine, ou 
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- acides (acide aspartique ou glutamique) , ou 

- basiques (lysine, arginine ou histidine) , ou 

- une association d' acides amines de ces trois 



categories ■ 



3 ) Utilisation selon 1 ' une des revendi cat ions 1 
ou 2, caracterisee en ce que le peptide de formule (I) 
comprend 6 acides amines hydrophobes et 10 acides amines 
non-hydrophobes . 

4) Utilisation selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que dans les peptides de formule (II) ou 
(III) : 

- B est choisi parmi 1 'arginine, la lysine, 
1' acide diaminoacetique, 1' acide diaminobutyrique, 1' acide 
diaminopropionique, 1 ' ornithine, et 

- X est choisi parmi la glycine, 1' alanine, la 
valine, la norleucine, 1 ' isoleucine, la leucine, la 
cysteine, la cysteine Acm , la penicillamine, la methionine, 
le serine, la threonine, 1 'asparagine, la glutamine, la 
phenyalanine, 1 'histidine, le tryptophane, la tyrosine, la 
proline, l'Abu, 1' acide amino- 1 -eye lohexane carboxylique, 
l'Aib, la 2-aminotetraline carboxylique, la 4- 
bromophenyalanine , tert -Leuc ine , la 4 -chlorophenylalanine , 
la beta-cyclohexyalanine, la 3 , 4-dichlorophenyalanine , la 4- 
f luorophenyalanine , 1 ' homoleucine , la beta-homoleucine , 
l'homophenyalanine, la 4-methylphenyalanine, la 1- 
naphtyalanine , la 2- naphtyalanine, la 4-nitrophenyalanine, 
la 3 -nitro tyrosine, la norvaline, la phenylglycine, la 3- 
pyridyalanine , la [ 2 - thienyl ] alanine . 

5) Utilisation de composes repondant a la 
formule ( IV) suivante : 

A {-) m (B) n (IV) 

dans laquelle 

- A represente un peptide tel que def ini dans 
l'une des revendications 1 a 4, 

B represente une substance active en 
diagnostic ou therapie d'une affection du SNC, 
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- n est 1 ou plus, et de preference jusqu'a 10 
avantageusement jusqu 1 a 5 , 

- (-) m repr^sente la liaison, ou linker, entre A 
et B, ou m est 1 ou plus, et de preference jusqu'a 10 
avantageusement j usqu ' & 5 , 

pour la preparation d'un medicament capable de 
traverser le barriere hemotoencephalique a utiliser en 
diagnostic ou therapie d'une affection localisee au niveau 
du SNC. 

6) Utilisation selon la revendication 5, 
caract^risee en ce que dans la formule (IV) la liaison (-) m 

entre A et B est une liaison covalente, hydrophobe ou 
ionique, clivable ou non-clivable dans les milieux 
physiologiques ou a l'int6rieur de la cellules, ou un 
melange de celles-ci. 

7) Utilisation d'un peptides de formules (I) , 
(II) ou (III) comme defini dans I'une des revendications 1 a 
4 pour faire traverser a une substance active la barriere 
hematoencephalique . 
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Le couplage peut etre effectue en n'importe quel 
site du peptide, dans lequel des groupements fonctionnels 
tels que -OH, -SH, -COOH, -NH 2 sont naturellement presents 
ou ont ete introduits. Ainsi, un agent anti-cancereux peut 
5 etre lie au peptide au niveau des extremites N-terminale ou 

C-terminale ou bien au niveau des chaines laterales du 
peptide . 

De meme , le couplage peut etre effectue en 
n'importe quel site de la substance active, ou par exemple 
10 des groupements fonctionnels tels que -OH, -SH, -COOH, -NH 2 

sont naturellement presents ou ont ete introduits. 

Ainsi, 1 ' invention se rapporte tout 

particulierement a 1 ' utilisation de composes repondant a la 
1 5 f ormule (IV) suivante : 

A <-) m (B) n (IV) 

dans laquelle 

A represente un peptide tel que def ini 

precedemment , 

20 - B represente une substance active en 

diagnostic ou therapie d'une affection du SNC, 

- n est 1 ou plus, et de preference jusqu 'a 10 
avantageusement jusqu'a 5, 

(-) m represente la liaison, ou linker, entre 
25 A et B, ou m est 1 ou plus, et de preference jusqu 'a 10 

avantageusement jusqu'a 5, 

pour la preparation d'un medicament capable de 
traverser le barriere hemotoencephalique a utiliser en 
diagnostic ou therapie d 1 une affection localisee au niveau 
30 du SNC. 

Dans la f ormule (IV) la liaison (-) m entre A et 
B est une liaison covalente, hydrophobe ou ionique, clivable 
ou non-clivable dans les milieux physiologiques ou a 
l'interieur de la cellules, ou un melange de celles-ci. 
35 Les composes de f ormule (IV) peuvent etre 

prepares par synthese chimique ou en utilisant des 
techniques de biologie moleculaire . 

On peut utiliser pour les syntheses chimiques 
des appareils commerciaux permettant d'incorporer des acides 



amines non-naturels , tels que les enantiorneres D et des 
residus ayant des chaines laterales ayant des 
hydrophobi cites et des encombrements differents de ceux de 
leurs homologues naturels . Au cours de la synthese, il est 
5 evidemment possible de realiser un large eventail de 

modifications, par exemple introduire sur le N- terminal un 
lipide, par exemple prenyl ou myristyl, de fagon a pouvoir 
ancrer le peptide de 1 ' invention et done le compose de 
formule (IV) a une membrane lipidique telle que celle d'un 
10 liposome constitue de lipides. II est egalement possible de 

remplacer une ou plusieurs liaisons peptidiques (-C0-NH-) 
par des structures equivalentes come -CO-N(CH3)-, -CH2-CH2-, 
I -CO-CH2-/ ou bien d 1 intercaller des groupes comme -CH2-, - 

NH- , -0-. 

15 On peut egalement obtenir les composes de 

formule (IV) ou partie de ceux-ci de nature proteique a 
partir d'une sequence d'acide nucleique codant pour celui- 
ci. La presente invention a aussi pour objet une molecule 
d f acide nucleique coirprenant ou constitute par une sequence 

20 nucleique codant pour un peptide lintaire derive de peptide 

antibiotique. Plus particuliferement 1 ' invention concerne une 
molecule d'acide nucleique comprenant au moins une sequence 
codant pour un compose de formule (IV) ou une partie de 
celui de nature proteique, Ces sequences d'acides nucleiques 

25 peuvent §tre des ADN ou ARN et §tre associees a des 

^ sequences de controle et/ou §tre inserees dans des vecteurs. 

Le vecteur utilise est choisi en fonction de l'h6te dans 
lequel il sera transfere; il peut s'agir de tout vecteur 
comme un plasmide. Ces acides nucleiques et vecteurs sont 

30 utiles pour produire les peptides et les composes de formule 

(IV) ou partie de ceux-ci de nature proteique dans un hote 
cellulaire. La preparation de ces vecteurs ainsi que la 
production ou 1' expression dans un h6te des peptides ou des 
composes de formule (IV) peuvent dtre realisees par les 

35 techniques de biologie moleculaire et de genie gtnetique 

bien connues de l'homme du metier. 



formule 



Les compositions contenant des composes de 
(IV) et avantageusement ion vehicule 



10 

pharmaceutiquement acceptable peuvent etre adminis trees par 
differentes voies comme par exemple de maniere non 
limitative, les voies intraveineuse, intramusculaire, sous 
cutanee , etc... . 

Les peptides de formule (I), (ii) ou (III) 
permettent de faire traverser la barriere hematoencephalique 
a tine substance active qui ne passe pas ou peu cette 
barriere. lis peuvent done etre utilises, comme propose 
precedemment dans le traitement, la prevention ou le 
diagnostic d'une maladie affectant le SNC, mais aussi dans 
le cadre d' etudes menees sur des drogues di verses avec des 
modeles de barriere hematoencephalique. 

A titre de substance active, 1' invention 
envisage notamment des proteines, comme des polypeptides ou 
peptides, des anticorps ou partie d'anticorps, des acides 
nucleiques et oligonucleotides ou des ribozymes, ou encore, 
bien entendu des molecules chimiques actives pour le 
traitement ou la prevention de pathologies humaines ou 
animales du SNC, comme par exemple et de maniere non 
limitative des antitumoraux, des antiviraux, des 
antidepresseurs, etc— . 

Dans le domaine du diagnostic, la substance 
active peut etre un marqueur radioactif , un marqueur colore, 
ou tout autre moyen ou substance capable de reveler un 
metabolisme ou une pathologie du SNC. 

Les affections du SNC, dont le diagnostic, le 
traitement ou la prevention sont envisages dans le cadre de 
la presente invention sont par exemple de maniere non 
limitative, les cancers du cerveau, la maladie d'Alzeihmer, 
la maladie de Parkinson, la depressin, les meningites, etc.... 

D'autres avantages et caracteristiques de 
1' invention apparaitront dans les exemples qui suivent 
concernant la preparation de composes de formule (IV) ou la 
substance active est la doxorubicine et sa penetration dans 
le cerveau conformement a 1 'utilisation de peptides 
lineaires selon 1' invention. 



22 

- n est 1 ou plus, et de preference jusqu'a 10 
avantageusement jusqu'a 5, 

- (-) m represente la liaison, ou linker, entre A 

et B, ou m est 1 ou plus, et de preference jusqu'a 10 
avantageusement j usqu 'a 5 , 

pour la preparation d'un medicament capable de 
traverser le barriere hemotoencephalique a utiliser en 
diagnostic ou therapie d'une affection localisee au niveau 
du SNC. 

6) Utilisation selon la revendication 5, 
caracterisee en ce que dans la formule (IV) la liaison (-) m 

entre A et B est une liaison covalente, hydrophobe ou 
ionique, clivable ou non-clivable dans les milieux 
physiologiques ou a I'interieur de la cellules, ou un 
melange de celles-ci. 
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